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摘要 : 为 了 人 研究 家 蛋 Bombyx mori 性 别 与 抗 性 的 关系 ， 本 研究 采用 Thermo 酶 活性 测定 法 和 实时 灾 光 定量 PCR 法 ， 比 
较 不 同龄 期 肉 雄 家 看 起 看 体内 解毒 酶 活性 及 其 基因 的 表达 差异 。 结 果 表 明 : 解毒 酶 及 其 基因 在 雌雄 个 体 之 间 均 存 
在 明显 差异 ， 谷 胱 甘 肽 S- 转 移 酶 活性 及 其 基因 BmCSTe5 的 表达 量 在 1 ~3 BRANNER EST EXE, 4 龄 和 5 龄 则 表 
现 相 反 ， 其 中 4 龄 雄 蛋 酶 活性 和 基因 表达 量 分 别 是 肉 和 蛋 的 3. 65 倍 和 5. 11 fer, TEILE HESS ERE 4. 龄 初 迅 速 发 育 有 
关 。 雄 乍 乙酰 胆 碱 酯 酶 活性 在 2 ~4 龄 分 别 是 内 和 看 的 1.48，1.34 $01.40 fi; 乙酰 胆 碱 酯 酶 基因 Bm-acel 在 2 龄 和 3 
龄 性 别 差异 不 明显 ，Bm-ace2 在 2 ~4 龄 为 雄性 高 于 雌性 ， 雄 性 分 别 是 内 性 的 1.75，2.17 $02.40 倍 ， 提 示 Bm-ace2 
对 性 别 间 该 酶 活性 的 差异 影响 较 大 。 羧 酸 酯 酶 活性 在 2 龄 和 3 龄 雄 蛋 较 高 ， 分 别 是 内 和 蛋 的 1.23 7 1.87, 4~5 H 
上 肉 看 较 高 ， 分 别 是 雄 看 的 1.23 $01.22 倍 ; 法 酸 酯 酶 基因 BmCarE-5 和 BmCarE-10 在 性 别 间 的 差异 规律 均 与 酶 活性 
相反 ， 即 凑 酸 酯 酶 表现 为 较 高 的 基因 表达 量 对 应 较 低 的 酶 活性 ， 推 测 在 家 看 体内 可 能 存在 “法 酸 酯 酶 突变 ”现象 。 
结果 为 人 研究 基因 表达 产物 的 修饰 方式 及 其 功能 开辟 了 新 的 研究 路 径 ， 为 家 和 蛋 性 别 与 抗 药 性 的 研究 提供 了 重要 参考 。 
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Sexual differences in main detoxification enzymes and their gene expression 


in different instars of Bombyx mori larvae 

LIU Hai-Tao' , LI Bing'^ , ZHAO Guo-Dong! , ZHANG Ting! , GAO Rui-Na , WEI Zheng-Guo !^, SHEN 
Wei-De'^"* (1. Medical College, Soochow University, Suzhou, Jiangsu 215123, China; 2. Institute of 
Sericulture, Soochow University, Suzhou, Jiangsu 215123, China ) 

Abstract: In order to study the relationship between resistance and sex in male and female Bombyx mori, 
Thermo enzyme activity measurement and Real Time fluorescent quantitative RT-PCR were performed to 
compare differences of the activities of detoxification enzymes in male and female B. mori larvae and their 
genetic expression of newly exuviated larvae at different instars. The research demonstrated significant 
differences in detoxification enzymes and their related genes existed between male and female B. mori 
larvae. The activities of glutathione S-transferases ( GSTs) and BmGSTe5 showed higher expression in males 
than those in 1st — 3rd instar females, while the opposite phenomena were found in 4th and 5th instar 
larvae. The ratios of enzyme activity and gene expression in the male and the female were 3. 65 and 5. 11, 
respectively, which were attributed to the fast development of testis in 4th instar larvae. The enzyme 
activities of acetylcholine esterase ( AchE) in the male were 1. 48, 1. 34 and 1. 40 times compared to those 
of the female from 2nd to 4th instars, while its gene Bm-acel showed insignificant differences between male 
and female B. mori at 2nd and 3rd instars . The expression amount of gene Bm-ace2 in the male were 1. 75, 
2. 17 and 2. 40 times as high as that in the female from 2nd to 4th instars, suggesting that Bm-ace2 plays a 
more important role in sex differences. The enzyme activities of carboxylesterase ( CarE) in male were 1. 23 
and 1. 87 times compared to that in female at 2nd and 3rd instars, and the activity ratios in the female and 
the male were 1.22 and 1.23 at 4th and 5th instars, respectively. The expression of BmCarE-5 and 


BmCarE-10 showed the opposite trend to enzyme activities between different sexes, i.e., low-level gene 
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expression and high carboxylesterase activity . We so speculate that carboxylesterase mutation phenomenon 


exists in B. mori. These results break a new road for research on modification of genetic expression products 


and their function, and make further contribution to the study of relations between the gender and the ability 


of drug resistence in B. mori. 


Key words: Bombyx mori; sex; resistance; detoxification enzyme; gene expression; enzyme activity 


昆虫 的 代谢 抗 性 是 昆虫 的 主要 解毒 机 制 ， 已 有 
的 研究 表明 ， 与 杀 虫 剂 代谢 相关 的 解毒 酶 的 解毒 能 
力 增 强 是 昆虫 对 杀 虫 剂 产生 抗 性 的 主要 原因 之 一 
(Hemingway and Karunaratne, 1998; Devonshire et 
al.,1998 ; Kostaropoulos et al., 2001) 。 昆 虫 的 解毒 酶 
是 一 类 异 质 酶 系 ， 能 够 代谢 大 量 的 内 源 或 外 源 底 物 ， 
这 些 解 毒 酶 系 主要 包括 酯 酶 (esterase) 、 羧 酸 酯 酶 
(carboxylesterase，CarE ) ， 多 功能 氧化 酶 (mix- 
function oxidase, MFO) fü £t kk H HK S-E e BS 
( glutathiones-transferase, GST) 等 (本 双阳 等 , 2001 ) 。 

近 几 年 来 ， 分 子 生物 学 手段 成 为 研究 昆虫 解毒 
酶 与 杀 虫 剂 抗 性 关系 的 主要 工具 。 大 量 的 解毒 酶 基 
因 得 到 克隆 和 鉴定 ， 使 该 类 基因 的 数目 激增 。 有 目前 
已 从 20 多 种 昆虫 中 克隆 得 到 近 百 个 GSTs 4 A FE 
列 ， 并 且 多 数 昆虫 含有 多 个 GSTs 基因 序列 (Ding et 
al.，2003) 。 在 昆虫 基因 组 中 大 约 有 100 个 P450s 
基因 ， 它 们 的 作用 涉及 生长 、 发 育 、 取 食 等 过 程 ， 
其 对 异 生 物质 的 代谢 特性 使 昆虫 产生 对 杀 虫 剂 的 抗 
药性 和 对 植物 有 毒物 质 的 耐 受 性 。 

解毒 酶 基因 表达 量 的 改变 或 者 基因 的 结构 改变 
将 导致 解毒 酶 的 解毒 能 力 产 生 相 应 的 改变 ( 唐 顺 明 
等 , 2000) 。Zhu 等 (2004 ) 研究 得 到 酯 酶 基因 表达 
量 的 提高 是 美国 牧草 育 晴 Lygus lineolaris 对 马 拉 硫 
磷 产 生 抗 性 的 主要 机 制 oT IEEE — 2 B ei Bj] 
显 地 抑制 其 酯 酶 活性 ， 而 且 这 2 种 酯 酶 抑制 剂 均 大 
大 提高 了 马 拉 硫 磷 对 抗 性 试 虫 的 毒 力作 用 ; 进一步 
WARAH, MERE B IE N i ERA RER 
变 ， 实 时 定量 PCR 实验 发 现 抗 性 酯 酶 基因 表达 量 
是 敏感 基因 的 $.1 倍 (Zhu et al., 2004) 。GSTs 表达 
的 增加 与 昆虫 对 杀 虫 药剂 抗 性 之 间 的 关系 在 许多 昆 
虫 中 也 都 有 确切 的 报道 (Tang and Tu, 1995; 
Huang et al., 1998; Wei et al., 2001) 。 

昆虫 的 性 别 与 抗 性 的 关系 是 近年 来 的 研究 热 
点 ， 已 有 研究 表明 昆虫 的 抗 药性 在 不 同性 别 之 间 存 
在 差异 ( 赵 林 川 等 ,1999; 姜 峰 等 , 2006 ) 。 刘 永 杰 
等 (2009 ) 在 用 鱼藤酮 处 理 雌 雄 黑 腹 末 晶 Drosophila 
melanogaster 时 发 现 ， 无 论 对 照 还 是 鱼藤酮 处 理 的 
果 蝇 雄 成 虫 其 头 部 的 多 巴 胺 水 平均 显著 高 于 肉 成 


虫 ， 接 近 雌 成 虫 的 2 倍 。 雌 雄 个 体 由 于 体内 茶 些 生 
理 生 化 特性 的 差异 导致 昆虫 对 外 界 不 展 环境 的 抵抗 
能 力 产 生性 别 间 的 差异 。 

Kir Bombyx mori 是 早期 遗传 学 研究 的 重要 材 
料 ， 由 于 具有 遗传 资源 丰 定 和 重要 的 产业 价值 ， 说 
确立 为 鲜 对 目的 模式 昆虫 (向 仲 怀 , 2002) 。 本 人 研究 
采用 家 牌 卵 色 限 性 品种 ， 研 究 肉 雄 家 和 看 解毒 酶 的 活 
性 及 其 相关 基因 的 表达 ， 为 研究 基因 表达 产物 的 修 
饰 方式 及 其 功能 开辟 了 新 的 研究 路 径 ， 对 选 育 抗 性 
家 看 新 品种 、 人 研制 针 对 野外 其 他 鳞 翅 目 害 虫 的 高 效 
杀 虫 剂 具有 重要 参考 价值 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

KADER EE RP ES — A BB CE BI BI C5. 79 Hi 8) 
色 、 雄 卵 卵 色 为 黄 日 色 )， 为 本 实验 室 保存 10 代 
以 上 品种 。 

饲养 条 件 : 自然 光照 ，1 龄 幼虫 饲育 温度 
27% ， 相 对 湿度 90% ， 之 后 温度 逐 龄 减少 1% 、 湿 
度 逐 龄 减少 3S% ， 普 通 桑 叶 育 。 过 程 中 每 龄 取 起 和 看 
进行 实验 ， 其 中 每 个 龄 期 不 同性 别 分 别 设置 3 个 重 
复 ， 每 个 重复 取 5 头 以 上 用 于 酶 液 制备 ， 另 取 同 等 
数量 雌雄 起 看 置 于 -80Y 保存 ， 用 于 提取 RNA, 
1.2 药剂 与 仪器 

所 用 主要 仪 希 : Thermo。。. 酶 标 仪 ， 高 速 冷冻 离 
心机 ， 超 低温 冰箱 ， 培 养 箱 ， 电 子 天 平 ， 记 录 式 紫 
外 /可 见 光 分 光 光 度 计 ，ABI7300 荧光 定量 


PCR 仪 。 
所 用 主要 试剂 : 
1-m-2, 4-— W Æ Æ ( 1-chloro-2， 4- 


dinitrobenzene, CDNB ), W b m fW Z Bk HR. D 
(ATChI ), 5, 5- Bi XX (Z-R AES R) [5, 5- 
dithiobis-(2-nitrobenzoic acid), DTNB | , Sigma 公 
可 产品 。 

1，2- 二 AA- 基 E ( 1, 2-dichloro4- 
nitrobenzene, DCNB ) ， 国 蓝 RR db, 还 原型 谷 胱 
HHKCGSH), a- RÆ fS ( a-nahthyl acetate, a- 
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NA) Jj Fluka 公司 产品 。 

总 RNA 抽 提 试剂 盒 TRNzol-A ' 为 天 根 生 化 科 
技 ( 北 京 ) 有 限 公 司 产 品 。 

荧光 定量 SYBRPrimeScript™ RT-PCR 试剂 盒 及 
其 他 化 学 试剂 为 宝生 物 工程 ( 大连) 有 限 公 司 产品 。 

引物 由 上 海 生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公司 合 
成 。 其 他 药品 或 试剂 均 为 分 析 纯 级 产品 。 

1.3 酶 的 活性 测定 

1.3.1 EAE: 酶 液 抽 取 时 ， 加 入 2 mL 全 
0. 1% Triton X-100 的 25 mmol/L $$ E2 £X th i ( pH 
7.0) ， 每 组 至 少 $ LERIK IK. 4C 15 000 r/ 
min 离心 20 min， 取 上 清 作 为 组 织 酶 活性 测定 的 
酶 原 。 

GST 活性 测定 : 将 CDNB 用 乙醇 配制 成 120 
mmol/L 母液 ， 再 将 其 溶 于 0.1 mol/L pH 7.6 Bg 
酸 缓冲 液 配 成 1.2 mmol/L 的 底 物 溶液 。 在 96 孔 酶 
标 板 中 依次 加 入 10 pL 稀释 酶 液 (事先 用 0. 1 mol/L 
pH 7. 6 磷酸 缓冲 液 稀释 和 倍 ) 100 pL 1.2 mmol/L 
JE T8 VCI 100 uL 6 mmol/L. 还 原型 合 胱 甘 肽 
(CSH， 用 0. 1 mol/L pH 7. 6 的 磷酸 缓冲 液 现 配 现 
用 ) -o JH Thermo,,, 酶 标 仪 ( Molecular Devices 公司 ) 
在 0D3w 下 记录 光 密 度 值 ， 反 应 在 30 下 进行 ， 
ja 15 s 记录 一 次 光 和 密度 值 ， 共 记录 10 min。 酶 活 
HARMER Vna (mOD/min) 表示 ， 数 据 记录 与 
处 理 采 用 Gen5 软件 进行 。 每 个 样品 设 3 个 重复 ， 
下 同 。 

1.3.2 乙酰胆碱 酯 酶 (acetylcholinesterase，AChE ) 
活性 测定 : 参照 Ellman 等 (1961 ) 的 方法 ， 总 体积 
150 uL 反应 体系 中 含有 25 uL 酶 液 ，25 uL 磷酸 组 
冲 液 ，50 pL 底 物 和 50 pL 显 色 缓冲 液 (DTNB)， 
在 96 和 孔 酶 标 板 加 样 孔 中 依次 加 入 酶 液 、 底 物 溶液 
和 显 色 液 ， 用 Thermona 酶 标 仪 在 0D 处 ， 每 隔 
30 s 读 一 次 光 密 度 ， 反 应 在 30Y 下 进行 ， 共 记录 
10 min, 

1.3.3 Cark 活性 测定 : 反应 体系 为 : 在 96 fLES 
标 板 中 ， 每 孔 加 入 200 uL a-NA 与 固 蓝 RR 盐 的 混 
合 液 (用 0.2 mol/L pH 6. 0 的 磷酸 缓冲 液 配 制 ， 合 
10 mmol/L a-NA 和 1 mmol/L 国 蓝 RR 盐 )。 然 后 ， 
在 每 孔 中 迅速 加 入 10 pL 不同 组 织 酶 液 。 然 后 用 
Thermona Bo [X YE 0Dsso 波 长 下 ， 每 隔 30 s 记录 一 
次 光 密 度 值 ， 共 记录 10 min。 反 应 阶段 温度 
为 27%C。 

1.3.4 重 日 含量 测定 : BUE E mH Bradford 
(1976) 测 定 ， 用 牛 血 清白 和 蛋白 作为 标准 重 白 ， 用 


Bradford REIA (Sigma) 作为 染色 液 。 用 蒸馏 水 
将 牛 血 清白 蛋白 配 成 0. 0625 ~ 2 mg/mL 浓度 的 一 
系列 标准 重 日 溶液 ， 取 10 pL 标准 和 蛋 日 涂 液 或 待 测 
酶 液 加 入 200 pL Bradford 染色 液 ， 混 匀 后 放置 
5 min， 用 Thermo,,,, 酶 标 仪 记录 光 密 度 值 。 用 光 密 
度 值 与 重 日 含量 作 一 标准 曲线 ， 再 通过 此 标准 曲线 
求 出 待 测 样品 的 蛋 日 含量 。 
1.4 实时 菊 光 定量 RT-PCR 
1.4.1 总 RNA 的 抽 提 : 分 别 在 各 龄 起 看 的 样本 中 
加 入 液 气 充分 研磨 ; 然后 转 和 人 1.5 mL Eppendorf 管 ， 
加 入 1 mL TRIzol, 振荡 2 min， 室 温 静 置 5 min; 
4*C, 12000 g 离心 10 min， 上 清 转 和 人 新 的 Eppendorf 
管 中 ; UAE TRE 0.2 mL 氯仿 的 比例 加 入 氧 
仿 ， 振 荡 15 s 左右 ， 室 温 放 置 5 ~ 10 min，12 000 g, 
AC Ej 10 min; 取 上 清 液 ， 加 0.5 mL $R, Bi 
倒 混 匀 ， 静 置 10 min; 4% ，12 000 g 离 心 10 min, 
弃 上 清 ; 加 入 1 mL 用 DEPC 水 配置 的 75% 乙醇 洗 
RNA jiyé, ZMT; KILE T 50 pL DEPC 水 
中 ，-707 保 存 备用 。 
1.4.2 RNA RER: 在 200 uL 的 Eppendorf 管 中 
加 入 组 织 总 RNA 2 uL, Oligo (dT) 1 uL, RNA 
酶 抑制 剂 0.5 uL, Jy DEPC zK 8 15 uL; 70C 水浴 
10 min, xr BI EET vK ET A; 加 入 5 x M-MLV 
buffer 10 uL, 2. 5 mmol/L each dNTP 5 uL, 40 U/ 
uL RNase Inhibitor 0. 5 uL, 71 200 U/uL RTase M- 
MLV 1 pL， 然 后 加 水 至 50 uL; 427C7K18 1 h, 4A 
后 75%C 15 min 使 反 转 录 酶 失 活 ， 此 即 为 第 一 链 
cDNA 产物 。 
1.4.3 引物 设计 : 引物 采用 Primer 5.0 软件 ， 按 
HE Real-time PCR 要 求 进行 设计 ( 表 1)。 
1.4.4 RT-PCR 检测 : 反应 体系 为 SYBR PreMix 
Ex Taq”10 pwL， 上 、 下 游 引 物 各 1 uL, cDNA f 
板 2 pL， 加 水 至 20 pL。 反 应 程序 为 : 95 人 C 变性 
1 min， 随 后 40 轮 循 环 : 95C 5 s, 55%C 10 s, 72% 
10 s; 有 反应 过 程 由 测定 仪 软件 上 自动 设 定 ， 每 个 样品 
重复 3 次 ， 采 用 SPSS 16.0 软件 进行 数据 处 理 及 图 
表 制 作 。 
1.5 数据 统计 与 分 析 

每 组 实验 均 设 置 3 个 重复 ， 所 得 数据 均 采 用 变 
量 分 析 法 ( ANOVA ) 进行 校正 ， 每 组 数据 取 平 均值 
进行 不 同性 别 间 的 差异 显著 性 比较 (P=0.05)。 解 
毒 酶 及 其 基因 的 相对 表达 量 在 不 同性 别 间 的 差异 均 
采用 最 小 差异 显著 性 分 析 法 (LSD)( Ug XURIT BH 
)6, 2002) 进行 分 析 。 选 用 管家 基因 Actin3 作为 本 
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X1 本 研究 所 用 的 引物 


Table Primers used in this study 


RT-PCR 正 向 引物 


RT-PCR 正 向 引物 


基因 Cene 
Forward primer for RT-PCR (5' -37) Reverse primer for RT-PCR (5' -37) 
BmGSTe5 GCGGCGAGAAAGAAATACG CTGATGGAAGTAACGCAGCAA 
Bm-acel TGTTCGGGGAGCCTCTCAATC TCGTCATTTCGCCGTTTGGAT 
Bm-ace2 ACCGCCGTGTATGTGTAGTA ATGAGG GTCTTTCACACAGTTTGCTCTTACCG 
BmCarE-5 ATGGCAGACTGAGTAAAA AAAAAGGTGCTTGCAACACGATTAG 
BmCarE-10 CACAGTTGGATCGGTAAG AGCCGTCAGTAGAAGGTC 


实验 的 内 参 基 因 ， 根 据 公 式 2 (Livak and 
Schmittgen, 2001) 计算 基因 的 相对 表达 量 ， 其 中 
AACt = ( C se - Ct ) 处 理 - ( Ctl Target 

Ct avin ) 对 照 ， Ct vsus TH Ct iss 分 别 为 Jr 究 H 标 基 和 
内 参 基因 定量 扩 增 的 Ci 值 。 同 一 基因 在 不 同性 别 
间 的 差异 显著 性 水 平 同上 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 GST 的 活性 测定 和 GSTes 基因 的 表达 量 
测定 

用 Thermo,, 酶 标 仪 测定 肉 雄 家 看 各 龄 起 看 (1 
WEBER GST 活性 (图 1) ， 结 果 表 明 : 1 ~3 龄 
上 肉 看 活性 均 显 车 高 于 梭 看 ， 上 肉 看 活性 分 别 是 雄 看 的 
1.12, 1.38 Fi 1. 13 f; 4 龄 和 5 龄 家 和 在 雄性 的 活 
性 均 高 于 雌性 ， 其 中 4 龄 雄 看 是 肉 看 的 3.65 fu, 
差异 显著 ，5 龄 雄 看 比 肉 看 高 3. 11% ， 差 异 较 小 。 
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酶 活性 Vmax (mOD/min) 


幼虫 龄 期 Larval instars 
图 1 EEKEJI RERI GST 的 活性 比较 
Fig. 1 Comparison of GST activities in various instars 
of male and female Bombyx mori larvae 
* 表示 雌 蛋 与 雄 蛋 差异 显著 (Tukey 氏 检 验 , P<0. 05), 下 同 。 
Asterisks denote a significant difference between male and female B. mori 


by Tukey’ s test (P<0. 05). The same below. 








用 实时 灾 光 定量 法 测定 GST 基因 家 族 中 
BmGSTe5 的 相对 表达 量 ， 结 采 如 图 2 所 示 ， 该 基 
的 相对 表达 量 在 1 龄 和 2 RAEE TEE, 


RENIER H 3. 76 和 2. 83 fei; 4 龄 和 5 REE 
该 基因 的 相对 表达 量 显著 高 于 雌 乍 ， 分 别 是 雌 重 的 
5. 11 倍 和 1. 89 fi, 


O H Male Bl JE Female 
160 * 


BmGSTe5 相 对 表达 量 
of BmGSTe5 


Relative expression amount 





1 2 3 4 5 
幼虫 龄 期 Larval instars 
图 2 ”雌雄 家 和 看 幼虫 各 龄 期 BmCSTe5 的 相对 表达 量 比较 


Fig. 2 Comparison of the relative expression amount of BmGSTe5 


in various instars of male and female Bombyx mori larvae 


从 图 1 和 图 2 结果 可 以 看 出 ，GST 的 活性 在 内 
雄 间 的 差异 与 相应 基因 的 表达 规律 完全 一 致 ， 即 
1 ~3 龄 期 家 和 看 GST 活性 和 BmCS7e5 基因 的 相对 表 
达 量 均 表 现 为 肉 性 高 于 雄性 ; 4 龄 和 5 龄 期 GST 活 
性 为 雄 看 高 于 上 肉 看 ，BmGSTe5 基因 的 相对 表达 量 
也 表现 为 雄性 高 于 雌性 。 
2.2 AChE 的 活性 测定 以 及 Bm-acel 和 Bm-ace2 
基因 的 表达 量 测定 

图 3 所 示 家 看 各 龄 期 肉 雄 个 体 的 ACE 活性 ， 
1 HEAK AChE 活性 是 143. 85 m0D/min， 是 雄 
RH 1.54 f, 2 ~5 龄 雌雄 家 和 蛋 该 酶 的 活性 均 明 显 
降低 ， 其 中 梭 看 的 活性 分 别 为 21.02, 18.21, 
13. 88 和 24. 76 mOD/min, 4 5 Æ M Æ W 1. 48, 
1.34, 1.40 和 1.15 倍 ， 肉 雄 间 差异 均 达 到 显著 
水 平 。 

用 实时 灭 光 定 量 法 测定 Bm-acel TEWERE Z3 
内 的 相对 表达 量 ,， 测 得 结果 如 图 4 所 示 ，1 HTC 
雄性 的 表达 量 明 显 高 于 上 肉 性 ， 是 上 肉 性 的 5.33 fj, 
相对 表达 量 为 596. 24; 2 ~ 5 WEEZE IHX K 
达 量 均 明 显 降低 ， 雄 看 分 别 为 68.31, 60.49, 
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45.52 和 119. 19， 其 中 2 龄 和 3 龄 肉 雄 差异 不 明 
T, 4 龄 雄 和 看 是 肉 竹 的 2. 06 倍 ，5 RER EER N 
1.30 倍 ， 差 异 显著 。 
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图 3 肉 雄 家 看 幼虫 各 龄 期 AChE 的 活性 比较 
Fig. 3 Comparison of AChE activities in various instars 


of male and female Bombyx mori larvae 
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幼虫 龄 期 Larval instars 


图 4 雌雄 家 和 看 幼虫 各 龄 期 Bm-acel 的 相对 表达 量 比较 


Fig. 4 Comparison of the relative expression amount of Bm-acel 


in various instars of male and female Bombyx mori larvae 


图 5 Brzs, Bm-ace2 的 相对 表达 量 在 5 龄 为 雌 
性 高 于 雄性 ， 肉 性 的 相对 表达 量 是 雄性 的 1.39 倍 ， 
2 ~4 龄 为 雄性 高 于 雌性， 雄性 分 别 是 雌性 的 1. 75, 
2.17 和 2. 40 fii, Ex 1 龄 雌雄 间 差 异 不 明显 ， 其 他 
各 龄 期 肉 雄 之 间 的 相对 表达 量 差 异 显著 ， 该 基因 的 
相对 表达 量 从 4 ~5 龄 表现 出 迅速 上 升 趋势 。 
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幼虫 龄 期 Larval instars 
图 5 MEXER ERK] Bm-ace2 基因 的 相对 表达 量 比较 


Fig. 5 Comparison of the relative expression amount of Bm-ace2 


in various instars of male and female Bombyx mori larvae 


2.3 CarE 的 活性 测定 以 及 BmCarE-5 和 
BmCarE-10 基因 的 相对 表达 量 测定 

图 6 显示 雌雄 家 和 看 各 龄 期 起 看 的 CarE 活性 ， 
1 ~3 龄 雄 看 着 酸 酷 酶 的 活性 均 高 于 上 肉 看 ，4 龄 和 5 
龄 则 相反 。1 ~ 3 龄 雄 看 的 酶 活性 分 别 是 上 肉 看 的 
1.12, 1.23 401. 87 fi, 4 龄 和 5 ES ERR H TS TE 
分 别 是 雄 看 的 1.23 $11.22 f$, 2 «5 龄 性 别 间 的 
差异 均 达 到 显 车 水平。 
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幼虫 龄 期 Larval instars 
图 6 雌雄 家 和 蛋 幼 虫 各 龄 期 起 蛋 CarE 的 活性 比较 


Fig. 6 Comparison of CarE activities in various instars 


of male and female Bombyx mori larvae 


用 实时 严 光 定量 法 测定 BmCarE-5 的 相对 表达 
EET), Z8 1 t. A 龄 和 5 龄 起 得 的 BmCarE-5 
WIR A HEU EE ES TEE, REA E 
AH 4.05, 5.67 W 1.18 倍 ; 2 龄 和 3 龄 起 看 的 
BmCarE-5 的 相对 表达 量 表 现 为 雌性 高 于 雄性 ， 峻 
ANIER 1.17 和 3. 25 倍 。 该 基因 的 相对 表 
达 量 从 4 龄 到 5 龄 表现 出 迅速 上 升 趋势 。 
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图 7 ”雌雄 家 和 看 幼虫 各 龄 期 BmCarE-5 的 相对 表达 量 比 较 


Fig. 7 Comparison of the relative expression amount of BmCarE-5 


in various instars of male and female Bombyx mori larvae 


KRMK EAR BmCarE-10 基因 的 相对 表 
达 量 结果 如 图 8 所 示 ，1 ~ 3 龄 此 在 的 相对 表达 量 
分 别 是 3.73, 7.79 和 4.96, 分 别 是 雄 看 的 6.22, 
1.98 和 1.07 fi, EF 1 88 2 BERRE; 4 龄 
和 5 龄 期 雄 看 的 相对 表达 量 分 别 是 5.81 和 7.51， 
分 别 是 肉 看 的 3.70 $01.29 倍 ， 雄 看 BmCarE-10 的 
相对 表达 量 在 4 龄 和 5 龄 期 显著 高 于 上 肉 看 。 
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图 8 上 肉 雄 家 蛋 幼 虫 各 龄 期 BmCarE-10 的 相对 表达 量 比较 


Fig. 8 Comparison of the relative expression amount of BmCarE-10 


in various instars of male and female Bombyx mori larvae 
3 讨论 


3.1 家 和 看 性 别 与 抗 药 性 关系 研究 

已 有 人 研究 表明 ， 家 看 体内 的 保护 酶 在 不 同性 别 
间 存 在 差异 。 姜 峰 等 (2006 ) 研究 了 5 EEKE 
血液 中 的 保护 酶 差异 ， 结 果 显 示 ， 过 氧化 氢 酶 、 凌 
ERNST PEERS KT MESE, EA US TG 
活性 则 为 肉 看 大 于 雄 大 ;比较 分 析 血 液 中 的 凑 酸 本 
酶 同 工 酶 、 多 酚 氧 化 酶 同 工 酶 的 电泳 扫描 图 谱 ， 
表明 家 春 性 别 间 均 存在 明显 差异 。 然 而 ， 由 于 许多 
实验 昆虫 个 体 太 小 或 崔 雄 难以 辨别 ， 而 影响 性 别 与 
抗 药性 的 研究 进展 。 本 研究 采用 本 实验 室 保存 的 家 
看 卵 色 限 性 品种 第 一 百 卵 ， 本 实验 室 多 年 的 幼虫 生 
命 率 统计 数据 表明 ， 该 品种 的 抗 逆 性 在 雌雄 性 别 间 
不 存在 显著 差异 。 该 品种 在 卵 期 就 可 以 根据 颜色 不 
同 将 肉 雄 分 开 ， 便于 系统 地 比较 和 研究 不 同性 别家 
看 体内 主要 解毒 酶 及 其 基因 的 表达 差异 ， 同 时 也 为 
基于 家 春 性 别 的 其 他 研究 提供 了 便利 。 
3.2 HZA GSTs 活性 与 BmGSTe5 的 关系 

在 家 蝇 的 抗 性 品系 中 ， 一 种 或 多 种 GST 基因 
的 过 量 表达 是 导致 GSTs 活性 升 高 的 原因 ; 在 具有 
高 活性 的 GSTs 的 一 种 抗 性 家 蝇 中 发 现 ， 扩 增 的 
DNA 序列 是 敏感 品系 所 没有 的 (Enayati et al., 
2005 ) 。 本 研究 调查 家 春 GSTs 活性 和 BmGSTe5 的 
表达 ， 结 果 表 明 家 看 肉 雄 个 体内 二 者 都 呈现 相同 的 
规律 ， 推 测 BmGSTe5 可 能 是 参与 合成 CSTs 的 主要 
基因 ， 可 能 是 由 于 BmGSTe5 在 上 肉 雄 家 不 个体 间 的 
表达 量 不 同 导致 GST 的 活性 水 平 存在 差异 。 

GSTs 的 酶 活性 以 及 BmGSTe5 在 4 龄 表现 出 较 
大 的 性 别 差距 。 家 春 的 生殖 带 官 在 3 龄 末 4 龄 初时 
迅速 发 育 ， 进 入 成 熟 期 ， 此 时 雄 不 的 精 集 迅速 发 育 
( 回 仲 怀 等 ，2005) 。Yu 等 (2008 ) 对 GST 基因 的 半 
定量 研究 表明 ，BmGSTe5 TET RUBUS SEXES, 


而 在 卵巢 中 没有 表达 ， 这 可 能 导致 BmGSTe5 及 其 
表达 产物 在 4 龄 起 看 表现 出 雄 看 显著 高 于 上 肉 看 ; 
BmGSTe5 的 相对 表达 量 在 1 龄 和 2 REAR T 
著 高 于 雄 看 ， 上 典 雄 间 差 异 幅 度 大 于 GSTs 活性 ， 推 
测 是 包括 BmGSTe5 在 内 的 多 个 基因 共同 调控 的 结 
R, GSTs 在 不 同性 别 间 的 基因 调控 机 制 还 有 竺 进 
一 步 研究 。 
3.3 ZAE AChE 活性 与 Bm-acel 和 Bm-ace2 
的 关系 

本 研究 对 AChE 的 活性 以 及 Bm-acel 和 Bm- 
ace2 的 相对 表达 量 进行 测定 ， 结 果 表 明 Bm-acel 和 
Bm-ace2 共同 参与 对 AChE 的 活性 调节 。Bm-acel 
在 各 龄 期 的 平均 相对 表达 量 明 显 高 于 Bm-ace2， 对 
酶 的 总 体 水 平 起 决 定 作 用 。 除 1 龄 期 外 ，Bm-acel 
表达 量 在 其 他 4 个 龄 期 的 性 别 差 异 均 较 小 ， 因 此 ， 
推测 Bm-acel 对 性 别 间 酶 活性 的 差异 影响 较 小 。 在 
家 看 雌雄 性 别 之 间 ，Bm-ace2 的 表达 规律 与 AChE 
的 活性 变化 一 致 ，1 龄 肉 看 和 2 ~4 WHER Bm-ace2 
的 高 表达 都 对 应 显著 较 高 的 AChE 活性 ， 由 此 可 以 
判断 Bm-ace2 对 性 别 间 该 酶 活性 的 差异 影响 较 大 。 
因此 ，AChE 基因 的 高 表达 导致 昆虫 体内 该 酶 活性 
水 平 上 升 ， 可 能 是 导致 昆虫 产生 抗 药性 的 原因 之 
一 ; 在 肉 雄 个 体 之 间 ，Bm-ace2 基因 的 表达 量 差异 
PAFA AChE 的 活性 存在 明显 差异 ， 并 最 终 可 能 
使 肉 雄 个 体 表现 出 不 同 的 抗 性 。 该 结论 与 李兵 
(2009 ) 研究 结果 一 致 。 
3.4 雌雄 家 等 CarE 活性 与 BmCarE-5 和 BmCarE- 
70 的 关系 

酯 酶 和 CarE 活力 增加 以 及 AChE 对 杀 虫 剂 的 
敏感 性 降低 是 农业 害虫 对 有 机 磷 杀 虫 剂 产 生 抗 性 的 
主要 原因 。 有 研究 表明 ， 以 酯 酶 为 基础 的 昆虫 抗 药 
性 机 制 在 分 子 水 平 上 是 因为 酯 酶 基因 扩 增 的 结 
(ERE, 1993 ) 。 非 特异 性 酯 酶 的 基因 扩 增 在 库 蚊 
属 Culex 蚊 忠 对 有 机 磷 的 抗 性 机 制 中 非常 普遍 ， 酷 
酶 快速 和 杀 虫 药剂 结合 并 且 转 化 数 较 低 ， 使 得 杀 虫 
剂 和 柄 酶 的 基本 反应 是 1:1。 因 此 这 种 抗 性 机 制 需 
要 产生 大 量 的 酶 ， 而 基因 扩 增 则 是 库 蚊 酯 酶 过 量 产 
生 的 分 子 基 础 (Mouches et al., 1986; Raymond et al., 
1989 ) 。 

在 有 些 昆 虫 中 发 现 某 些 有 机 克 药 剂 的 抗 性 品系 
的 CarE 的 活性 小 于 敏感 品系 。 孙 和 鲁 娟 等 (2002) 
发 现 氧化 乐 果 抗 性 品系 棉 蚜 Aphis gossypii Glover 
CarE 对 Qa- 乙酸 茶 醛 和 aw- 丁 酸 蔡 酯 的 活性 明显 低 于 
敏感 品系 ，Oppenoorth 和 Van Asperen (1960 ) 认为 
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XE h FIEKE RENER, AILEE 
剂 抗 性 品系 CarE 以 降低 目 身 的 活性 为 代价 而 获得 
了 对 有 机 磷 杀 虫 剂 的 水 解 能 力 ， 即 所 谓 的 “ 脂 族 酯 
酶 突变 ”假说 。 

本 研究 发 现 ， 在 家 看 上 肉 雄 性 别 间 ， 除 工龄 外 ， 
其 他 各 龄 幼虫 BmCarE-5 的 相对 表达 量 与 CarE 活 
性 规律 相反 。BmCarE-710 在 所 有 龄 期 内 的 相对 表达 
量 在 性 别 间 的 差异 均 与 CarE 呈现 相反 的 规律 。 推 
测 可 能 在 家 看 的 抗 性 机 制 中 存在 “ 凑 酸 酯 酶 突变 ” 
现象 。 家 和 看 产生 抗 药性 可 能 是 由 于 CarE 发 生 了 突 
变 ， 从 而 取得 了 对 杀 虫 剂 的 水 解 能 力 ， 同 时 CarE 
参与 反应 而 使 目 身 活性 降低 。 
3.5 基因 表达 与 代谢 抗 性 的 复杂 性 

本 人 研究 测 得 在 5 龄 期 家 看 Bm-acel 和 Bm-ace2 
的 相对 表达 量 均 表 现 为 雌性 高 ，AChE 的 活性 却 表 
现 为 雄性 较 高 ; BmCarE-5 在 家 看 1 SB EG R 
酸 酯 酶 突变 "现象 。 以 上 研究 表明 ， 通 过 基因 过 量 
表达 ， 相 应 解毒 酶 的 活性 上 升 可 能 使 昆虫 对 杀 虫 剂 
产生 抗 性 ， 而 基因 的 突变 以 及 解毒 酶 活性 部 位 的 变 
构 导 致 酶 的 水 解 特性 的 改变 同样 也 能 使 昆虫 对 杀 虫 
剂 的 抗 性 产生 变化 ， 这 显示 了 基因 表达 与 代谢 抗 性 
机 理 的 复杂 性 。 

在 家 看 体内 ，AChE 受 Bm-acel 和 Bm-ace2 两 
个 基因 调控 ， 本 实验 对 AChE 及 其 基因 Bm-acel 和 
Bm-ace2 进行 研究 ， 表 明 AChE 及 其 基因 在 家 看 肉 
雄 个 体 间 具有 明显 差异 并 表现 出 一 定 规律 。GSTs 
和 CarE 受 两 个 以 上 基因 共同 调控 ， 本 实验 分 别 从 
GSTs 和 CarE 的 基因 家 族 中 选择 1 和 2 个 基因 进行 
研究 ， 所 选 基因 在 家 看 各 组 织 中 均 有 表达 ， 在 主要 
解毒 组 织 中 肠 和 脂肪 体 中 表达 较 高 ， 结 果 表 明 所 选 
基因 与 解毒 酶 的 活性 在 肉 雄 个 体 间 的 差异 都 表现 出 
一 定 的 规律 ， 家 族 内 其 他 基因 是 否 也 表现 出 一 定 的 
规律 还 有 竺 于 进一步 研究 证 实 。 


参考 文献 (References) 


Bradford MM , 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation of 
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye 
binding. Analyt. Biochem., 72; 248 —254. 

Devonshire AL, Field LM, Foster SP, Moores GD, Williamson MS, 
Blackman RL, 1998. The evolution of insecticide resistance in the 
peach-potato aphid, Myzus persicae. Philos. Trans. R. Soc. Lond. 
B Biol. Sci., 353. 1 677 -1 684. 

Ding SY, Li HY, Li XF, Zhang ZY, 2001. Effects of Bt transgenic 
poplar on detoxification enzyme and AChE in Hyphantria cunea 
larvae. Journal of Northeast Forestry University, 29 (3) ; 28 — 30. 
[ 丁 双阳 , 李 怀 业 , 李 学 锋 , 张志新 ，2001. 转 Bt 基因 杨 树 对 美 


国 白 蛾 幼虫 中 肠 解 毒 酶 及 乙 栈 胆 碱 酯 酶 的 影响 . 东北 林业 大 学 
学 报 , 29(3): 28 -30] 

Ding Y, Ortelli F, Rossiter LC, Hemingway J, Ranson H, 2003. The 
Anopheles gambiae glutathione transferase supergene family: 
Annotation, phylogeny and expression profiles. BMC Genomics, 4 
(1) : 35. 

Ellman GL, Courtney KD, Andres V, Featherstone RM, 1961. A new 
and rapid colorimetric determination of acetylcholinesterase activity. 
Biochem. Pharmacol., 7: 88 -95. 

Enayati AA, Ranson H, Hemingway J, 2005. Insect glutathione 
transferases and insecticide resistance. Insect Molecular Biology, 14 
(1):3-8 

Hemingway J, Karunaratne SHPP, 1998. Mosquito carboxylesterases: a 
review of the molecular biology and biochemistry of a major 
insecticide resistance mechanism. Med. Vet. Entomol., 12; 1 —12. 

Huang HS, Hu NT, Yao YE, Wu CY, Chiang SW, Sun CN, 1998. 
Molecular cloning and heterologous expression of a glutathione S- 
transferase involved in insecticide resistance from the diamondback 
moth, Plutella xylostella. Insect Biochem. Mol. Biol., 28; 651 
— 658. 

Jiang F, Wang L, Yan HC, Lin JR, 2006. Difference research on the 
protection enzymes in the blood of male and female Bombyx mori. 
Guangdong Agricultural Sciences, 8 (4) : 74 -76. | Hi, T ££, 
严 会 超 , WER, 2006. 雌雄 家 和 看 血液 中 的 保护 酶 差异 研究 . 
广东 农业 科学 , 8 (4) : 74 -76 

Kostaropoulos I, Papadopoulos AI, Metaxakis A, Boukouvala E, 
Papadopoulou-Mourkidou E, 2001. Glutathione S-transferase in the 
defence against pyrethroids in insects. Insect Biochem. Mol. Biol., 
31; 313 -319. 

Li B, 2009. Comparison of organophosphate resistance of domesticated 
silkworm ( Bombyx mori) and wild silkworm ( Bombyx mandarina ). 
phD Dissertation, Soochow University, Suzhou, Jiangsu. | 李兵， 
2009. ZCASCRIBEAS SOUUR VERKI DERW. 江苏 苏州 : 苏州 
大 学 博士 学 位 论文 ] 

Liu YJ, He J, Xiao P, Loeschck V, 2009. Effects of rotenone on 
locomotor activity and gene expression related to dopamine synthesis 
of fruit fly Drosophila melanogaster. Acta Entomologica Sinica, 52 
(7):769 - 774. [ 刘 永 杰 , 9345, PHA, Volker LOESCHCK, 
2009. 鱼藤酮 对 有 果 蝇 运动 行为 及 果 蝇 头 部 多 巴 胺 合成 相关 酶 基 
因 表 达 的 影响 . ERFIR, 52(7) : 769-774] 

Livak KJ, Schmittgen TD, 2001. Analysis of relative gene expression 
data using real-time quantitative PCR and 27^ ^C method. Methods, 
25(4) : 402 —- 408. 

Mouches C, Pasteur N, Berge J B, Hyrien O, Raymond M, De Saint 
Vincent BR, De Silvestri M, Georghiou GP, 1986. Amplification of 
an esterase gene is responsible for insecticide resistance in a 
California Culex mosquito. Science, 233; 778 — 780. 

Oppenoorth FJ, Van Asperen K, 1960. Allelic genes in the housefly 
producing modified enzymes that cause organophosphate resistance. 
Science, 132; 298 - 299. 

Raymond M, Beyssat-Arnaouty V, Sivasubramanian N, Mouches C, 


Georghiou GP, Pasteur N, 1989. Amplification of various esterase 


486 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 53 15 


B' s responsible for organophosphate resistance in Culex mosquitoes. 
Biochem. Genet., 27: 417 —423. 

Sun LJ, Gao XW, Zheng BZ, 2002. Characteristics of carboxylesterase 
in omethoate-resistant and susceptible strains of cotton aphid, Aphis 
gossypii. Acta Entomologica Sinica, 45(6) : 724 - 727. | M&B, 
高 希 武 ， 郑 炳 宗 ,，2002. 棉 蚜 抗 氧 化 乐 果品 系 及 敏感 品系 其 酸 
酯 酶 性 质 的 比较 . 昆虫 学 报 , 45(6) : 724 -727 ] 

Tang AH, Tu CPD, 1995. Pentobarbital-induced changes in Drosophila 
glutathione S-transferases Dj, mRNA stability. J. Biol. Chem., 270 
(23): 13 819 - 13 825. 

Tang QY, Feng MG, 2002. DPS Data Processing System for Practical 
Statistics. Science Press, Beijing. [Jp] X, 75H36, 2002. 实用 
统计 分 析 及 其 DPS 数据 处 理 系统 . 北京: 科学 出 版 社 ] 

Tang SM, Shen XJ, Li YR, Li GF, 2000. Primary studies on fluorine 
resistance differences in male and female Bombyx mori. Sericulture 
in China, 84(4) ; 16 -17. [BOBUB, 沈 兴 家 , FAC, FEF, 
2000. 家 和 蛋 雌 雄性 别 耐 所 性 能 差异 的 初步 研究 "PEDI, 84 
(4): 16 - 17] 

Tang ZH, 1993. The progress of AChE gene amplification in resistance of 
insecticide. Entomological Knowledge, 30(1) : 53 —56. | EIRE, 
1993. 昆虫 抗 药 性 中 的 酯 酶 基因 扩 增 研究 进展 . 昆虫 知识 , 30 
(1): 53 -56 | 

Wei SH, Clark AG, Syvanen M, 2001. Identification and cloning of a 
key insecticide-metabolizing glutathione S-transferase ( MdGST-6A) 


from a hyper insecticide-resistant strain of the housefly Musca 
domestica. Insect Biochem. Mol. Biol., 31(12). 1 145 - 1 153. 

Xiang ZH, 2002. The First International Workshop of Lepidoptera 
Genomics and Silkworm Genome Project in China. Acta Sericologica 
Sinica, 28(4): 271 -273. |[ 癌 仲 怀 , 2002. Eb iH H Ed, E Ak 
因 组 筑波 会 议 与 中 国家 和 看 基因 组 . 春 业 科学 , 28 (4) : 271 - 
273 ] 

Xiang ZH, Huang JT, Xia JG, Lu C, 2005. Biology of Sericulture. 
China Forestry Publishing House, Beijing. 12 —14. [ 回 仲 怀 ， 黄 
BE, 夏 建国 , 鲁 成 , 2005. 看 丝 生 物 学 . 北京 : 中 国 林业 出 版 
fL. 12-14] 

Yu QY, Lu C, Li B , Fang SM , Zuo WD, Dai FY, Zhang Z , Xiang 





ZH, 2008. Identification, genomic organization and expression 
pattern of glutathione S-transferase in the silkworm, Bombyx mori. 
Insect Biochem. Mol. Biol., 38; 1 101 - 1 107. 

Zhao LC, Yao X, Shen WD, Zhu J, 1999. Sexual difference of the 
hydrogen peroxide metabolism in silkworm. Acta Sericologica Sinica , 
25 (2): 127 -128. [ 赵 林 川 , 姚 祥 , 沈 卫 德 , 朱江 , 1999. KA 
过 氧化 氧 代谢 的 性 别 差 异 . 看 业 科 学 , 25(2) : 127 -128] 

Zhu YC, Snodgrass GL, Chen MS, 2004. Enhanced esterase gene 
expression and activity in a malathion-resistant strain of the tarnished 
plant bug, Lygus lineolaris. Insect Biochem. Mol. Biol, 34(11 ) : 
1 175 - 1 186. 


(责任 编辑 : BURDER) 


